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緒 言
肥満細胞からのヒスタミン遊離は,抗原,concanav-
alinA,compound48/80,dextran,band-2protein
などの刺激によって惹起され,いづれもCa2T依存性で
ある.これらの刺激に際し細胞内Ca2十は必須であり,
遊離機構の後期に必要とされるのに対し,細胞外 Ca2十
は遊離機構の初期に必要とされ,細胞膜の流動性に関係
していると考えられる.この細胞外Ca2十への依存性は
刺激物質の種類により異なり,例えば抗原刺激の際は,
compound48/80と比べより依存性が高い (DIAMANT,
B･,1975).最近石坂ら (IsHIZAKA,T.,eta1.,1980)
は,抗原刺激でラット肥満細胞上の IgEreceptorが
brigingすることにより,細胞膜面で phospholipid
methylationがおこり,その結果細胞内への Ca2トの
取りこみ,ひきつづきヒスタミン遊離が惹起されると報
告している.すなわち,細胞内-のCa2+の取りこみの
ためには,細胞膜の流動化によりcalciumgateが開く
必要があることを示唆している.
一方肥満細胞の比重遠心法によるpurifcationでは,
densitymedium により肥満細胞の反応性が低下する
可能性が示唆 (RANADIVE,N.S.,1980)されている.
最近 CoUTTS(CoIJTTS,S.M.,1980)らは,BSA,
Ficoll,Metrizamideなどの densitymediaにより
肥満細胞の抗体結合能やヒスタミン遊離が低下すること
を報告している.しかし,肥満細胞のCa2十取りこみに
及ぼすdesitymediaの影響については,従来報告がな
く不明な点が多い.今回著者らは,感作ラット腹腔肥満
細胞の:Ca2+取りこみに及ぼすBSAの影響について若
干の検討を加えたので,その概略を報告する.
対象並びに方法
対象:体重200-250gの雄または雌のsprague-Daw-
1ey系ラットを使用した.ovalbumin50mg/mlおよび
BrodetellaPertussis8×108/mlを含む生理食塩水0.
5mlを,両側大腿部に筋肉注射することによりラットを
感作 (FoREMAN,J.C.,1977)し,感作後10-12日で
屠殺し,腹腔肥満細胞および血清を採取した.採取した
血清は-20oCで保存し,肥満細胞の受身感作に用いられ
たが,この保存血清の72時間PCAtiterは×64であっ
た.保存血清中のIgE抗体の不活化は,56dC,3時間
の熱処理により行われた.IgE抗体を含む保存血清,熱
処理血清および正常ラット血清による肥満細胞の受身感
作は,2倍稀釈血清で37oC,1時間行った.この受身感
作後の肥満細胞は,生理食塩水で2回洗源後実験に供さ
れた.この際BSAの影響を観察するため,第1報に述
べたpuri丘cationの方法に準じて肥満細胞を採取 し,
BSA による Separation前あるいは後に受身感作を行
った肥満細胞のCa2+取 りこみについて検討した.
肥満細胞のCa2十取りこみについては,RANADIVE
(RANADIVE,N.S.,1980)らの方法に準じて行 った.
各試験管に0.1mlの4=5Calciumchloride(3lLCi/0.1
m1,Spec.act16.6mCi/mg,NewEnglandNucle-
ar)および0.7mlのovalbumin(10FLg/ml)を含む
Tyrode液を入れ,37oC恒温槽であらかじめ温めた.そ
して,0.2mlの細胞浮遊液 (105/0.2ml)を加え,おだ
やかに振返させながら10分間incubateした.なお対照
としては,ovalbuminを含まないTyrode液を使用し
た.incubation終了後あらかじめ氷で冷やした生理食
塩水5mlを加え,反応をstopさせた後,300×G,lo牙
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問遠心を行った.この生理食塩水による洗液を2回くり
かえした後,glassmicro丘ber丘lter(Gelman,Type
A/E:PoresizeO.2-10J↓m)により残存するfreeの
45Caを除去し,liquidscintillationcounterにより
細胞に取りこまれた45Caのradioactivityを測定 し
た.なお本研究では,1回の実験に2-3匹のラットが
使用され,肥満細胞のpurityは平均96.6% (91.8%～
98.5%)であった.また全ての45Ca取りこみ実験は,
triplicateで行われた.
成 績
感作ラットから採取された肥満細胞では,抗原 (ova-
1bumin)刺激により Ca2+の取りこみは増加傾向を示
した.この際の肥満細胞の45Ca取りこみは,平均1495
±104cpm (Mean±SEM)であり,対照の肥満細胞の
45Ca取りこみ,325土31cpm と比べ明らかに高値を示
した.一方 BSA による Separation前に IgE抗体
を含む血清で受身感作をした肥満細胞(pre-Sensitizat･
ion)では,抗原刺激により45Caの取りこみは増加し,
その値は平均 1095士55cpm であった.BSA によ
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る Separationの後で受身感作をした肥満細胞 (Post･
sensitization)では,45Caの取りこみほ平均 1182土
225cpm であったが,その範囲は 319から1968cpm
までかなり大きなばらつきを示した (Fig.1).
熱処理血清でIncubateされた肥満細胞の45Caの取
りこみは,Separation前 375±20cpm,Separation
後321±27cpmであり,Separation前にincubateし
た肥満細胞による45Ca取りこみがやや高い値を示した
が,両者間に有意の差は認められなかった.また正常ラ
ット血清で incubate した肥満細胞の 45Ca取りこみ
は,Separation前327土47cpm,Separation後344士
48cpm であった.すなわち,熱処理血清および正常ラ
ット血清での inc1bationの場合は,Separationの前
と後とで45Caの取りこみに差は認められなかった.以
上の結果より,本実験における抗原刺激による45Ca取
りこみの増加は,IgE抗体にmediateされる反応系で
あることが判明した.なお細胞浮遊液を用いないblank
での 45Caradioactivityは 114士15cpm であった
(Fig2).
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Fig.1.45Cauptakeofactivelysensitizedmastcellsandpassivelysensitizedbeforeor
afterseparationbyBSA.Horizontalbarrepresentsmean.
*Mastcellsweresensitizedbeforepuri点cation.**Mastcellsweresensitized
afterpuri丘cation.
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Fig.2.45Cauptakeofmastcellsincubatedwithinactivatedornormalserumbefore
separation(Opencircle)orafterseparation(closedcircle).Horizontalbar
representsmean.
捨括並びに考案
肥満細胞はヒスタミン,SRS-A,ECF-A,PAF な
どのchemicalmediatorを遊離するため,細胞膜面の
hospholipidmethylation,Ca2十の取りこみなどを含
めて,遊離機構を解明するためには有用な実験モデル
の1つである.しかし,densitymediaによりpurify
された肥満細胞の遊離機構について検討する場合は,
densitymediaの細胞膜に及ぼす影響が考慮されなけ
ればならない.RANADIVE(RANAl)IVE,N.S.,1973)
らは,30%Ficollで purifyされた肥満細胞は,30%
BSA に比べ COmpOund48/80によるヒスタミン遊離
量が少なく,同等のヒスタミン遊離を観察するためには
約5倍量の compound48/80が必要であったと報告し
ている.また CouTTS(CoUTTS,S.M.,1980)らは,
densitymediaにより purify された肥満細胞では,
compound48/80や CaionophoreA23187に対する
反応性が低下することを観察している.彼らは同様に,
densitymediaによりpurifyされた肥満細胞のIgE
receptorの結合能はかなり減少しており,その減少率
はBSAで50%,Ficollで76%,Metrizamideで79
%であり,同時にヒスタミン遊離も減少すると報告して
いる.さらに肥満細胞の受身感作の場合には,density
mediaによるSeparation前に行うと,Separation後
に比べ抗原に対する反応性の減少度合が少なか ったと
述べている.これらの所見は,ヒスタミン遊離や IgE
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receptor結合能がdesitygradientpuri丘cationによ
り影響を受ける可能性を示唆している.
Ca2十はヒスタミン遊離機構の triggerとしての重
要な役割を持っており,特に抗原抗体反応の場合には細
胞外 Ca2+依存性 (FoREMAN,∫.C.,1973)が強い.
しかしながら,densitymediaの肥満細胞のCa2+敬
りこみに及ぼす影響については,十分な検討がなされて
いない･本論文では,BSAdensitymediaにより
purifyされた肥満細胞の Ca2十取 りこみについて検討
を加えた･その結果,能動感作の肥満細胞では,抗原刺
激により一定の Ca2+の取りこみ増加が認められた.ま
た受身感作の肥満細胞でも,BSA によるSeparation
前に感作した場合には,ほぼ同様の結果が得られた.一
方 Separation後に感作した場合には,一定のCa2'取
りこみ増加を示さず,実験によりかなりの取りこみの差
が認められた･この理由は十分明らかではないが,Co-
UTTSらは,受身感作前の densitymediaによりIgE
receptorが被われてしまうか,あるいは不活性化され
るかもしれないと推測している.なお本論文において,
Separation前の受身感作肥満細胞において,separa-
tion後に比べ45Caの取りこみがやや少いのは,感作
後の洗液回数の差 (Separation前では5回,後では3
回)が影響しているかもしれない.いづれにせよ,BSA
によりpurifyした肥満細胞を受身感作する場合は,
Separation前に行うことが望ましいと考えられる.
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結 語
density-mediaである BSA の肥満細胞膜に対する
影響を検討するため,能動および受身感作した肥満細胞
の抗原刺激時の CaZト取りこみについて観察した･能動
感作肥満細胞の抗原刺激時の45Ca取りこみは,平均14
95±104cpmであり,またBSAによるSeparation前
に受身感作した肥満細胞では1095士55cpmであり,い
づれもほぼ一定の45Caの取りこみ増加が観察された･
一方BSAによる Separation 後に受身感作した肥満細
胞では,実験により45Ca取りこみにかなりの差がみら
れ,ある程度 BSA の影響があったものと考えられた･
また熱処理によりIgE抗体を不活化した血清では,
45Ca取りこみの増加がほとんど認められなかったこと
から,本研究の抗原抗体反応は IgE抗体に mediate
されたものであることが明らかにされた･
(本研究の一部は,著者の1人谷崎が米国留学中に
行ったものであり,dataの分析に協力頂いたクレ
イトン大学内科GavinWATT氏に感謝します)
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Abstract:ToexaminetheefectofBSAonthe
cellsurfaceofmastcels,the45Cain且uxwas
observedinmastcellsfrom activelysensitized
ratsandalsoincellspassivelysensitizedwith
lgE-containingserum beforeorafterpuri丘cation
byBSA.Themastcellsfromactivelysensitized
ratsshowedamarkedincreaseinthe45Cauptake
withstimulationbyovalbumin. Thevalueof
45Cauptakebythecellswas1495±104cpm/105
cells.Theuptakeof45Cabymastcellspassively
sensitizedbeforeorafterseparationthroughBSA
wasalso increasedinresponse toovalbumin,
althoughthedegreeof45Cauptakebythelatter
showedmarkedvariation. Theseresultsmay
suggestthatBSAafectsmastcellsurfacewhen
thecellsaresensitizedafterseparationbyBSA.
